





























































































































































































































































































































































































































































































patient 1 2 3
culture　medium　49．2±10．0　28．5±2．9
－70℃，　9days　　31，9±12．5　　17．7±2．1
　M．W．＜104　35．5±10．8　12．7±9．7
56℃，30min．　38．4±3，5　19．2±1．8
40．6±9．3
45．0±13．5
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図6進行癌患者および正常者単核球培養上清の2way
　　MLRおよびConA芽球化反応に対する抑制作用
　　　（MLR　P〈0．05，　ConA　P〈0．1）
焦熱23罐6，en，MBce”聖r・・
　　　　　　　cell
図7　癌患者単核境迎亜分画の培養上清の2way　MLR
　　　に対する抑制作用
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4・6抑制因子のtarget　cellに関する検討
　培養上清中の抑制因子が作用するtarget　cellについ
て検討した．まず正常者末梢単核球を未分画単核球，
Tcell　rich　fraction，　adherent　cell　rich　fractionに
分画し，それぞれで癌患者単核球培養上清を充分に吸
収した後2way　MLRに対する抑制能を検討した（図
8）．未分画単核球およびTcell　rich　fractionで吸収
した上清の抑制作用は減弱したが，adherent　cellで吸
収した上清はいぜんとして抑制能を有していた．
4・7癌患者単核球培養上清の抑制能に対する
　　indomethacinの影響
　癌患者単核球および正常者単核球の培養液中に
indomethacinを1μ9／m1の濃度で加え，24時間培養し
た上清を2way　MLRに加えたところ，　Indomethacin
非添加培養上清中に認められた抑制効果が4例全例で
減弱傾向を示した（図9）．
4・8　各種prostaglandin（PG）の抑制作用
　癌患者単核球培養上清の抑制能がPG　synthetase
inhibitorであるindomethacinで減弱したことから，
上清中の抑制因子の一つとしてPGが想定された．そこ
で実際に培養上清中のPG　E量を測定したところ，2way
MLRにおいて％supPressionが20％以上抑制した癌患
者単核球培養上清中のPGE量は平均517P9／mJと高
く，培養上清が抑制作用を示さなかった癌患者単核球
培養上清および正常老単核球培養上清では，それぞれ
1例高いものがあったが，前者と比較し低値をとった（p〈
0．025）（図10）．
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　次にprostaglandinが真に抑制作用を有しているかど
うかを精製された各種PGを用いMLR反応およびCon
A芽球化反応において検討した．その結果図11に示す
様にPG　E2はMLRにおいて4μ9／m♂以上Con　A芽球
γ、suppression
5
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図92way　MLRにおける進行癌患者単核球培養上清の
　　抑制作用に対するindomethacinの影響
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図8単核球団分画にて吸収した培養上清の2way　MLR
　　　に対する抑制作用
　　　　supPressed　　　　　non　supPressed
　　　　culture　medium　culture　medium
　　　　　　　　cancer　　　　　　　　no「maI
図10　癌患者および正常者単核球培養上清中のprosta－
　　glanclin　E濃度
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化反応では6μg／m1以上の濃度で抑制作用を示した．
PG　E1はPG　E2よりも弱いながらMLRおよびCon　A芽
球化反応の両者で抑制作用を示した．しかしPGF、αの
抑制作用はMLRで明らかでなく，またCon　A芽球化
反応においても8μg／mJの濃度で軽度の抑制作用を示
　　010　Suppression
　　　　　　　　　　o一一つPGF2〔×
　　　　　　　　　　o一一一っPGE1A 50
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●一●PGE：Z
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　　　　　　　　　　　　CONCENTRATION
図11Prostaglandin　E、，　E2，　F2αの2way　MLR（A）
　　　およびConA芽球化反応（B）に対する抑制作用
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4・9単核球表面のprostaglandin（PG）recePtor
　PGがMLRおよびCon　A芽球化反応を抑制する際
に実際どのような機序でリンパ球と反応するのかを知
る目的でリンパ球表面のPG　receptorについて検討し
た．図12は1×106個のリンパ球浮遊液（2×107個／m1，
50μ1）にspecific　activity，6．56　Ci／mmol（200　ng／1nJ，
3．75μCi／m1）の3H－PGを50μZ加え，12分，17分，
30分，60分incubate後の単核球表面の放射活性を測
定したものである．PG　EI，　E2，　F2αはいずれもほぼ60
分でその放射活性が平衡に達したために，以後の実験
には反応時間をすべて60分と設定した．図13はspeci丘c
activity，6．56　Ci／mmolの3H－PG　EI，　E2，　F2αを
12．5～200ng／m♂の濃度で単核球浮遊液とincubateし
て，60分後に単核球表面に結合したPG量を測定した
saturation　curveである．下段はその値からnon
specific　bindingを除いた値，すなわちspecific　binding
を示した．図14はこのsaturation　curveより求めた
Scatchard　plotである．直線の勾配から算出した解離
定数はPG　EIが2．42×10－11，　PG　E、が227×10－11，
PGF2αが3．46×10－11であった．またx軸の交点から計
算される細胞1個あたりのreceptor数はPG　EIが2．9×
104個，PGE、が3．7×104個，PGF2αが22×104個であっ
た．次にT，B細胞亜分画のreceptor数について同様
30 60
o
PGF2α
o
o
o
30 60
　　　　　　　　　　　Time｛min．1
図12各種prostaglandinの正常者単球に対する結合の経時的変化
50　（2）　1981 癌患者末梢血単核球の細胞性免疫抑制作用 121
留
石
話
豆
ε
cpm
2
2
ヨ
ε
国　1
ε
’δ
a
の
PGE1
Non－spocific　Binding
PGE2
Non－spocific　Binding
PGF2α
Non－specific　Binding
ノ
100　　　　　　　200　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　200　　　　　　　　　　　　100
　　　　　　　　　　　　　　　ng／mI
図13　各種prostaglandinの正常者単核球に対する．　saturation　curve
の操作で検討した．図15にそのsaturation　curveを示．10－3
した．PGE1，　E2，　F2αはいずれもT細胞により強い結
合を認めた．
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図14正常者単核球表面の各種prostaglandin　receptor
のScatchard　plQt解析
　　　　　　　PGF2α　　　　　　1
T　　cpm
B
150
100
50
T
B
100　　　　　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　200　　　　　　　　　　　　　　　100
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　no〆ml
図15　各種prostaglandinの正常者T，　B細胞に対するSaturation　curve
　200
n卯ml
122 小野寺義光 札幌医誌
5　考 察
　担癌生体における抑制細胞の関与について最初の詳
細な検討はFujimotoθ≠α130｝の報告にみられる．彼ら
はmethyl　cholanthrene－induced　tumorに対する特
異的supPressor　T細胞を報告し，またTakeiθ’α」31）
もspeci丘。　anti－tumor　cytotoxicityがT細胞により
抑制されていると報告した．これらの抑制作用はいつ
れもT細胞分画によって担われてあるものであるが，
それに対していわゆるマクロファージが抑制細胞の本
態であるとする報告がある．Kirchner♂α♂12）は
Moloney　sarcoma　virus担癌マウスにおけるmitogen
suPPressionがマクロファージに由来するとし，
Fernbachθ’α132）はsarcoma　virus担癌マウスの
MLR反応がマクロファージにより抑制されるとした．
すなわち担癌生体における抑制細胞の本態としてはT
細胞とマクロファージの両者が存在すると考えられる．
事実Elgert　and　Farrar33）はマウスを用いてマクロ
ファージおよびT細胞の両者に同時に抑制作用が認め
られたという報告をしている．ところで，これらの報
告の多くは実験腫瘍免疫に基づいた解析であり，人癌
を対象とした場合には方法論に問題が多く詳細な検討
は少ない．わずかにYuα磁§4）が癌患者リンパ球を用
いてin　vitroでの人Sarcoma細胞のcytotoxicityにお
けるsupPressor　lymphocyteを幸福黙し，　Zembala♂
α1§｝Quan　and　Burtin35｝1よ癌患者リンパ球のmitogen
に対する反応性の低下にsuppressor　cellが関与してい
ることを報告している．また最近では非特異的にCon
Aにより誘導されるsupPressor　cellが知られている§6）
しかし，他の大多数は液性免疫すなわちimmunoglo－
bulin産生の抑制をみているものであり17）実際に癌患者
における免疫能低下を検討するにあたってこの方法が
適切であるかどうかは問題が多い．
　そこでわれわれは細胞性免疫を比較的よく反映する
と考えられるMLRを用いて，正常老単核球の2way
MLRにさらにMMC処理単核球を加え（これを3way
MLRと仮称することとした），その抑制作用を検討し
た．この反応系では加える単核球をMMC処理してい
るために，responderとしての働きは無視できるが，少
なくともstimulatorの数は増加しており，それにもか
かわらず反応性が低下する場合には，加えた単核球が
抑制能を有していることを意味している．ただし，こ
の反応は抑制作用の強さと組織適合抗原の違いに基づ
くMLRの強さとの相殺となるために，たとえ癌患者単
核球が抑制能を有していても見逃している可能性は否
定できない．また，数値そのものの大小はそのまま，
抑制能の強さを表わしていない．
　結果は図2に示したごとく，正常老単核球を2way
MLRに加えた場合，非添加対照すなわち2way　MLR
に比べ反応性の低下するものは1例も認められなかっ
たが，進行癌患者単核球を加えた場合には29例中13例
において反応性が低下した．しかも，この抑制作用は
進行癌で強く早期癌では認められなかった．このこと
は癌患者の免疫能が癌の進行とともに低下することを
示唆している．
　ところで，この抑制作用を担う細胞の性質であるが，
MMC処理を行なっても抑制作用は阻害されないことか
ら，その発現にはDNA合成が必須ではないと考えられ
る．これまで抑制型T細胞はMMC処理により機能を
失うことが報告381されており，ここでいう抑制細胞はむ
しろnon－T細胞である可能性が高い．そこでadherent
ce11を除去したnon　adherent　cell分画を加えたとこ
ろ，抑制作用は減弱し，adherent　cellを再添加すると
抑制作用が回復したことから，この抑制作用の発現に
．あたってadherent　ce11が主体的な役割を演じているも
のと考えられた．
　一方，悪性腫瘍におけるマクロファージの関与はこ
れまでtumorcidal　macrophage19）cytotoxic　macro．
phage40）などむしろtumor　regressionに働く防御機構
の一つとして注目されており，上述の抑制型マクロファー
ジは一見相反する考え方のようである．しかし，Nelson4D
はマクロファージが必ずしも均一なpopulationではな
いことまた，抑制型マクロファージが存在することを
報告したヨ2）さらにOpitzθ’α1ひ3｝Keller44）はマイクロ
ファージの抑制作用発現にはあるoptimal　doseがある
こと，すなわち，単核卓球のマクロファージが10％以
上に増加した場合抑制的に働き，それ以下の量ではむ
しろenhanceする作用があることを報告している．わ
れわれの結果においても癌患老adherent　cellが単核球
中に10％以上で抑制作用を示したがそれ以下では抑制
作用を認めなかった．ただし，3way　MLRで抑制作用
を示さなかった癌患老単核球および正常者のadherent
cellを単核的中に10％以上加えても変化は認められな
かった．
　これらのことから，癌患者のマクPファージには異
なったpopulationがあり，その中に抑制型マクロファー
ジが存在することが考えられ，すなわち理財生体では
この抑制型マクロファージのpopulationが増加してい
ることを示唆している．しかも，抑制作用の発現には
一定量以上のマクロファージが必要であると考えられ
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た．
　ところで，一般的な抑制細胞の作用機序として，種々
のIymphQkine，　monokineを介する働きが考えられて
いる．たとえばRich　and　Pierce45）1まMLRを非特異的
に抑制するTcell　humoral　factorの存在を報告した．
またマクロファージ由来の抑制物質としてはHarris46）
によってリγパ球反応を抑制するsoluble　mediatorが
指摘されて以来，種々の物質が報告されている．opitz
6’αZf7）はnucleotidesを，　Goodwin　et　a1子2）はprosta－
glandinを，　Saito　6’α1f8）はnicotinamideをFerluga
et　a159）はcomplementを，　Johnson50）はinterferonを
報告し，さらにマクロファージが産出するhydrolytic
enzyme51），　oxygen　metabolites52）も抑制作用に関係す
ると考えられている．ところで，人の悪性腫瘍におけ
る抑制型マクロファージについてもmonokineを分泌
することが知られており，Goodwin　4α♂32）によれば，
Hodgkin病患者のマクロファージは多量のPG　E2を産
生し，それによって種々のリンパ球芽球化反応を抑制
するとしている．
　本研究における悪性腫瘍は，主に消化器癌を対象と
したものであるが，やはり単核球培養上清中にMLRや
Con　A芽球化反応に対する抑制物質が認められた．し
かも，この抑制物質がいかなる細胞分画に由来するか
検討したところ，adherent　cellを除去した分画の抑制
作用が減弱したことから，3way　MLRの場合と同様，
抑制物質産生においてもadherent　cellが重要な役割を
演じていることがうかがわれた．しかし，adherent　cell
単独の培養上清の抑制作用が，未分画単核球培養上清
に比較し低値であったことは，マクロファージから由
来する抑制物質の一部が他の細胞亜分画と協同して作
用を発現していることを推定させる．Stobo23）らも同様
にマクロファージ由来のsoluble　supPressive　materiaI
（SSM）がT細胞のある種のpopulationを介して作用
することを報告している．
　一方，その抑制物質のtarget　cellについてであるが，
抑制作用の認められた培養上清をT細胞を含む細胞分
画で吸収したところ抑制能の減弱が認められ，抑制物
質の主なtarget　cellはT細胞であると考えられた．
　さて，この抑制物質の性質については，56℃30分の
加熱で活性が低下しないことからcomplementではな
く，また分子量は1万以下であり，比較的分子量の小
さい物質であると考えられた．
　この抑制物質の活性は24時間培養上清中に一番強く
認められ，以後減少していったことは，比較的容易に
失活し産出も短時間に起こることを示している。
　次にこの抑制物質中にHodgkin病と同様PGが関与
しているかどうか検討したところ，PG　synthetase
inhibitorであるindomethacin53）を加えた培養上清の抑
制作用が減弱したことから，抑制物質としてPGが含ま
れている可能性が示された．そこで実際に抑制作用が
認められた進行癌患者（5名）の単核球培養上清中のPG
E量を測定してみると平均517pg／mJと高く，これに
比較し抑制作用を認めない癌患者（5名）および正常者
（4名 の単核球培養上清中のPGE量はそれぞれ平均
256pg／mJ，315　pg／m1と相対的に低値であった．とこ
ろで，実際に測定した培養上清中のPG量は図10に示
した抑制効果のあるPG量と比べ極めて微量であったが，
この説明としてはPGが抑制細胞由来のhumoraI
factorの一部であること，またPG自身代謝が速くRIA
も不安定であることなどが関与しているものと考えら
れた．．
　そこでPGが実際に抑制作用を有しているかどうかに
ついて，精製された各種PGを用いて検討したところ，
PG　EI，　E2が明らかな抑制作用を示したのに対し，　PG
F2αではその作用が軽度であった．さらにPGがリンパ
球に作用する機序を知る目的で，リンパ球表面のPG
recePtorについて検討を行なったところPG　E、，PG　E，，
PG　F2αのreceptor数および解離定数が，それぞれのPG
作用とよく相関した．また，PG　receptorはリ
ンパ球亜分画のうちT細胞に最も多く存在し，前述の
癌患老単核球培養上清の抑制能がT細胞で吸収された
結果と矛盾しない．すなわちPGはリンパ球（T細胞）
表面receptorに結合して抑制作用を発揮するが，その
抑制能の強さはreceptorの数および結合の強さに規定
されるものと考えられる．
6　結 論
　以上本研究では，
1）進行癌患者単核球はmixed　lymphocytereaction
（MLR）において抑制作用を示すこと，　2）その抑
制活性がSephadex　G－10カラムのadherent　cellに担
われていること，　3）　抑制作用の発現には単核球培
養上清中に存在するsoluble　factorが主役を演じてお
り，その物質はT細胞分画にて吸収されること，　4）
癌患者単核球をprostaglandin　synthetase　inhibitor
であるindomethacinで処理すると上清中の抑制活性が
低下すること，　5）　また，癌患者単核球培養上清中
にはprostaglandin（PG）量が増加していること，　6）
さらに，精製されたPGはMLRおよびCon　A芽球化
反応に対して抑制作用を示し，その活性はPG　F2，　El，
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E躍の順に増加すること，7）　リンパ球（T細胞）表面
に存在するPG　receptorの数および結合能はやはりPG
F2α，　EL，　E2の順に増加していることを明らかにした．
　　これらの事実は癌患者単核球（adherent　cell）の抑
制物質の主体がPGである．可能性を強く示唆する．もので
ある．
　　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲下さった漆崎
一朗教授，新津洋司郎助教授に深謝いたします．ととも
に，御協力いただいきました教室員各位に感謝いたし
ます．
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